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Increase of voltage-sensitive calcium channels
and calcium accumulation in skeletal muscles
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論　文　内　容　の　要 旨
〔目　的〕
糖尿病動物の骨格筋の収縮異常が報告されており、小胞体膜のカルシウムポンプ活性と収
縮蛋白のカルシウム関連ATPase活性の増加が一因とされている。一方糖尿病動物の心筋では
電位依存性カルシウムチャネル（VOCC）が増加していることを報告した（参考論文）。骨格
筋でも類似の報告があり、骨格筋細胞では細胞内へのカルシウム流入の増加と蓄積が示唆さ
れ、糖尿病骨格筋の収縮異常との関連が示唆される。本研究では、ストレプトゾトシン
（STZ）誘発糖尿病ラットを用いて、糖尿病骨格筋T管膜のVOCCの異常について検討し、そ
の糖尿病特異性とインスリン治療による可逆性について検討した。さらに糖尿病骨格筋細胞
内カルシウム含量の異常についても検討した。
〔方　法〕
1）糖尿病モデル動物
雄性SDラット（体重150－200g）sTZ55mg鵬を静注して、糖尿病ラット群とし、緩衝
液のみを静注したラットを対照群とした。糖尿病ラットの一部にはSTZ静注後2過より8週
間のインスリン治療（ウルトラレンテインスリン8単位／日、皮下注）を施行し、インス
リン治療群とした。糖尿病ラット群と対照群は糖尿病誘発3、6、10、12過後に、またイ
ンスリン治療群は10週後に実験に供した。
2）骨格筋細胞膜の電位依存性カルシウムチャネルの測定
下腿三頭筋より粗膜分画を分離し、ジヒドロピリジン系化合物である。〔3H〕pN200－
110をリガンドとして、膜分画に含まれるジヒドロピリジン感受性のカルシウムチャネル数
と親和性をScatchard解析にて検討した。
3）骨格筋細胞内カルシウム含量の検討
マイクロウェーブ照射を併用し、藤酸ピロアンチモネート法を用いて、ラットヒラメ筋
より、電子顕微鏡標本を作成した。標本上のアンチモン酸カルシウムの沈澱の量を電子顕
微鏡像で評価し、微小部Ⅹ線分析法を用いて、ミトコンドリア内カルシウム濃度を検討
した。電子顕微鏡はエネルギー分散型Ⅹ線検出システムEDAXPV9800を装備した
JEOL1200EXを使用した。
〔結　果〕
STZ誘発3、6、10、12週後の糖尿病ラット群の血祭グルコース濃度は、各群とも対照群に
比較して有意に増加し、体重、下腿三頭筋重量および血渠インスリン濃度は有意に低下した。
インスリン治療により血楽グルコース濃度、体重および筋重量のいずれも有意に回復した。
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糖尿病ラット骨格筋粗膜分画への〔3H〕pN200－110の最大結合部位は、3週糖尿病群では有
意差を認めず、6週糖尿病群より有意に増加し、10週糖尿病群では対照群572±32伽01／mg
prot．に対して、1091±77hnol／mgprot．と91％増加（p＜0．01）した。この傾向は12週糖尿病群
でも持続した。Kd値は10週対照群659±49pMに対し、糖尿病群で794±35pMと、親和性に
は差を認めなかった。ヒラメ筋より調整した租膜分画でも〔3H〕pN200－110ゐ最大結合部位
は、10週糖尿病群では33％増加した（p＜0．01）。またインスリン治療群では、〔3H〕pN200－
110の最大結合部位は、583±53負nol／mgprot．と糖尿病群のVOCCの増加は完全に抑制され
た。ヒラメ筋より作成した電子顕微鏡標本に認められた沈降物は微小Ⅹ線分析法にてアンチモ
ン酸カルシウム（Ca【Sb（OH）6］2）と同定された。この沈降物は主に小胞体、ミトコンドリ
アおよび核内に分布し、糖尿病ラット群の標本では、対照群に比較して有意に増加した。ま
たこの異常はインスリン治療により回復した。さらにミトコンドリアより得られたカルシウ
ムの特性Ⅹ線強度は、糖尿病群で有意に増加し（p＜0．01）、ミトコンドリア内カルシウム量の
増加が確認された。
〔考　察〕
糖尿病群で認められた、VOCCの増加と細胞内カルシウムの増加は、インスリン治療によ
って回復したことから、糖尿病に特異的な病態と考えられた。VOCCと細胞内カルシウムの
増加は3過糖尿病群では認められず、STZ毒性の影響は除外された。VOCCの増加は、遅筋
線経の比率の高いヒラメ筋でも認められ、速筋と遅筋に共通の現象と考えられた。VOCCの
増加は細胞内へのカルシウム流入の増加と細胞内カルシウムの負荷を示唆する。糖尿病群で
認められた、アンチモン酸カルシウム沈降物の増加はこの仮説を支持しており、糖尿病骨格
筋の収縮異常との関係が示唆される。さらにミトコンドリア内カルシウム負荷は、糖尿病で
報告されているミトコンドリアの形態変化との関係を示唆している。
〔結　論〕
糖尿病ラット骨格筋丁管膜のVOCCは増加し、筋細胞内へのカルシウム流入増加が示唆さ
れた。また細胞内カルシウムの増加が認められ、細胞内カルシウム負荷が存在し、糖尿病骨
格筋の機能異常をきたす一因となっている可能性が示唆された。
論文審査の結果の要旨
糖尿病患者では筋クランプの発生頻度が高く、また糖尿病動物でも骨格筋の収縮異常が報
告されている。本研究は、糖尿病における骨格筋の収縮異常の機構を明らかにするために、
ストレプトゾトシン誘発糖尿病ラット下腿三頭筋より分画した租細胞膜分画へのジヒドロピ
リジン系カルシウム括抗薬（〔3H〕pN200－110）の結合実験から電位依存性カルシウムチャ
ネルの異常を検討し、また、糖尿病動物骨格筋の細胞内小器官におけるカルシウム蓄積の有
無について、電子顕微鏡Ⅹ線微小分析法を用いて検討したものである。得られた結果は次の通
りである。
1）糖尿病持続6過以後の糖尿病ラット群では、対照ラット群に比較して、下腿三頭筋細胞
膜分画中の電位依存性カルシウムチャネルの密度は増加し、10過糖尿病群ではその増加は
91％に達した。同様の変化は遅筋線経を主構成成分とするヒラメ筋でも認められた。この
異常は8週間のインスリン治療によって完全に正常化された。
2）荏酸ピロアンチモネート法を用いて、ヒラメ筋の電子顕微鏡標本中の細胞内小器官への
カルシウム沈着を測定し、10週糖尿病ラット群の小胞体およびミトコンドリアにおけるカ
ルシウム量が対照群と比較して有意に増加していることを認めた。特に、ミトコン
ドリア内カルシウム量の増加が顕著であった。
以上の実験結果は、糖尿病ラット下腿三頭筋細胞膜における電位依存性カルシウムチャネ
ルの密度が糖尿病発症と共に増加し、カルシウム流入の増大が細胞内小器官のカルシウム蓄
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積を増加させ、これが収縮異常の一因となっている可能性を示唆している。
本研究は糖尿病における骨格筋機能障害の発症機序に関して貴重なデータを提供したもの
として評価される。以上により、本研究は博士（医学）の学位論文として価値あるものと認
められた。
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